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論 文 内 容 要 旨
近年、牛 で、体外成熟培養させた卵胞内卵母細胞に体外で媒精 し受精させる体
外受精技術が、受精卵子の安価な生産や優良雌牛の繁殖、改良の目的で実用化 さ
れ ている。一般に、 このような体外受精には正常な性状 を持っ精液が必須条件で
ある。 しか しなが ら、優良 な遺伝形質を持った雄で、精子数が過度に減少 した り、
精子活力がほ とん ど無 い、あるいは奇形精子の割合が高いといった精液性状の場
合、体外受精法では産子の作出が困難である。最近、精子を顕微操作することに
よる補助受精の開発が試み られている。
それ らの中で、卵細胞質 内精子注入法、いわゆる、顕微受精は活力の全 く無い
精子あ るいは不完全な形態や奇形精子の精子頭部のみを用い、受精を可能にする
技術 である。 この技術 はX精 子、Y精 子の分別精子の注入で雌雄の産み分け、あ
るいは遺伝子導入精子の注入による トランスジェニ ック動物の作出などへの応用
も期待できる。
現在、牛における顕微受精の研究は顕微鏡下で直径約140μmの卵子に頭部約
4.27μmの精子を注入するといった操作を含み、技術的困難さをともない、通常
の体外受精率 に比べて著 しく受精率が低 く、その後の発生率も極めて低いなどの
問題点 を持 っている。特に、牛では、顕微注入後の精子の雄姓前核形成が正常に
進行 しない ことや卵子の付活化の誘起法などが重要な課題である。そこで、本研
究 では、顕微注入精子の前処理条件 と注入後の雄{生前核形成の関係を明 らかにし、
次 いで、顕微注入のための卵子の付活化方法を検索 した。さらに、これ らの研究
成果 を基に顕微受精を行い、受精卵の体外発生培地での発生能を調べその関係を
明 らかに した。
1.顕 微注入糖子の雄性前核形成への前処理の影響
(1)顕微注入 システムの確立
顕微注入 ピペ ッ トの先端 直径 と注入操作後の卵子生存性について検討した。そ
の結果、先端 内径5μmの 注入 ピペットを用いると、注入操作後の卵子の生存性
が96.邸 と高 い値であった。一方、注入 ピペッ トの内径 を太 くす るにつれ、注入
操作後の卵子生存性が有意 に低下 した。次に、注入操作液にっいて検討 した。分
子量40000および360000の6.邸PVP(polyvinylpyrrolidon6)液を比較 した結
果、後者のPVP液 で注入後の成功率が96.9藩であった。以降の実験では、 この
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確立 した操作法を用いた。
(2)受精能獲得処理
注入前の精子をヘパ リン、イオノフオアおよび リゾレシチンで処理 した場合、
注入後6時 間で、雄性前核形成を含めた精子核の一部膨化および膨化率はそれぞ
れ20.3、32.8および21.9%であった。3者 間に有意差が認め られなかった
(Table1)a
(3)顕微注入精子の経時的変化と前核形成
ヘパ リンで処理 した精子 を卵子へ注入後6、12お よび18時 間で精子核の経
時的変化を調べた。その結果、6時 間では雄性前核形成および膨化を示 したもの
が認め られず、一部膨化 したものは14.5%の割合であった。一方、注入後12お
よび18時 間では、それぞれ35.3および55.蟹の卵子で精子核に変化がみ られ
た。その内、雄性前核形成率はそれぞれ21.5および52.5%と高い値を示し、6
時聞の成績を含め、3者 間 に有意差が認め られた(Table2)。
(4)物理的処理
精子を凍結 ・融解および蒸留水の低張処理 をした場合、注入12時 間後にそれ
ぞれ49.4および47.9%の精子核 に変化がみ られた。一方、超音波処理をした場
合、膨化および雄性前核形成率はそれぞれ4.6と21.秘であった。ヘパ リン処
理精子での結果 と比較す ると、凍結 ・融解お よび低張処理で膨化および雄性前核
形成率がいずれも高い傾 向を示 したが、有意差は認められなかった(Table3)。
(5)ジスルフィ ド結合還元剤処理
Tris-HCI緩衝液で50m冠濃度以上のDTT(Dithi。threitol)処理をすると、精
子核のinvitroでの膨化が認め られた。DTTとSDS(SodiumDodecylSulfate)
との併用処理では精子核の膨化が速やかに進行 した。一方、50州濃度までのGSH
(Gユutathione)単独処理あるいはGSHとSDSの併用処理で精子核の変化が認め
られなかった(Fig.1)。次に、invitroLでのDTT処理効果に及ぼす溶媒 中のNaCl
濃度の影響について調べた。その結果、500州の高濃度を0.鰯 以上のNaCl濃
度で調整 した場合、精子核の変化がほとんど認め られなかった。一方、0.鍍以下
のNaClを用いると、精子核の変化の割合がDTTの濃度た依存 して増加 した。還
元剤処理精子を顕微注入 した結果、5μMのDTT処理精子の注入6時 間後で、49駕
の雄性前核形成が観察され、ヘパ リン処理に比尺有意に高 い値であった。また、
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5μMのGSHで処理 した場合、注入6時 聞後で、糟子核に高い率の変化 がみ られ
たものの、雄性前核形成率はヘパ リン処理精子 と比べ有意差がなかった(Table4)。
2.顕 微受精卵子の付活化誘起
(1)精子 と精子抽出液の注入
洗浄精子お よびヘパ リン処理精子の注入で卵子の付活化率がそれぞれOと1.8
藩で、有意な効果が認め られなかった。
凍結 ・融解およびホモ ジネ ー トによる精子抽出液(1),ゴ ール酸ナ トリウム
処理での精子抽出液(1)お よび高塩濃度での精子抽出液(皿)を 調整 し顕微注
入 した。その結果、囲卵腔 に注入 した場合、卵子の付活化率はいずれ も 棚 であ
った。卵細胞質に注入 した場合、1、Hお よび皿で、それぞれ3.2、4.9および
4.0鋸の卵子が付活化され た。対照区に比べ、有意な差が認め られなかった
(Table5)0
(2)Ca軽およびイノシ トール三 リン酸の注入
0.05州か ら50曲 までのCaCl2の卵細胞質注入で、卵子の付活化率は3.2%
以下 であった。5μM濃度の イノシトール三 リン酸の注入では卵子の付活化率は
棚 であった。
(3)卵子の体外成熟時聞の影響
核移植実験で用い られた卵子付活化方法である電気刺激法で卵子を処理 した。
』その結果、体外成熟18お よび20時 聞後では卵子の付活化率はそれぞれ8.2と
6.邸であった。成熟22、24お よび26時 聞後での卵子付活化率はそれぞれ
20.2、43.9および76.劉であった。成熟28お よび30時 問後では、それぞれ
89.0および96.鑛の高い付活化率であった(Fig.2)。
(4)付活化卵子の核相
付活化卵子の核相を観察 したところ、体外成熟20時 間後では50郎の卵子が一つ
の核 を有 していた。成熟22、24お よび26時 間ではそれぞれ35.3、27.9およ
び31.2鑑の卵子が単一の核相を示 し、成熟28お よび30時 間後ではそれぞれ
13.7と6.椰とその割合が有意 に低下 した(Table6)。
(5)イオノフォアおよびエタノールによる卵子の付活化
成熟24時 聞後の卵子 をイオノフォアおよびエ タノールで処理 した場合、卵子
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の付活化 率 はそれぞれ35.6と45.8%で、電気刺 激の成績 と有意 差は認め られ な
か った。一方、 イオ ノブオア とシク ロヘキ シ ミ ドの併用処 理 では77.7%の付活 化
率 で、他 と比べ有意 に高 く最 も よい付 活化方法 であっ た(Table7)。
3.顕微受精卵の体外発生
(1)体外成熟時間の影響
卵胞内卵子を体外で20、24お よび28時 間成熟させ、ヘパ リン処理精子 を顕
微注入して顕微受精卵を作出 し、その後の発生能を調べた。その結果、2-8細
胞期胚への分割率はそれぞれ11.7、20.3および28.邸と経時的に増加 したが、
3者聞に有意差は認め られなかった(Table8)。一方、16細 胞期以降の発生率で
は体外成熟24時 間のものが他の二つの時間のものよ り有意に高かった。
(2)還元剤処理精子の顕微注入
DTTおよびGSH処理 した精子を顕微注入 した結果、2-8細 胞期胚への分割率
はそれぞれ16.7および10.銚 であった(Table9)。ヘパ リン処理精子 と比べ有
意な差は認め られなかった。 また、16細胞期以降の発生率 にも顕著な増加はみ ら
れなかった。
(3)付活化誘起法の影響
顕微注入後、電気劇激あるいはイオノフォアとシクロヘキ シミドの併用処理で
付活化誘起を行った。その結果、2-8細 胞期胚への分割率はそれぞれ2.9と
1.脳で有意差は認め られなか った(Tabユe10)。一一方、イオノフォアとシクロヘキ
シミド併用処理 した場合、発生培地を低血清培地CRlaaで培養 した場合、分割率
および16細 胞期以降の発生率 が増加 した。
以上、本研究で得 られた結果 は、牛における顕微受精を成功 させるための基礎的
要因を明 らかにした。特に、雄性前核形成が他の動物に比べ難 しく還元剤処理 を
行 うことにより形成率が増加する成果を得た。注入後の卵子の付活化にはイオノ
フォアとシクロヘキシミドの併用処理が最も有効 であることを明 らかに した。顕
微受精卵の分割率は約2脳 で得 られ、今後、牛において顕微受精により産子を作
出するための基本操作法の要 因を明確に した。
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盤2ムfter風icroinjectionr theoocyteswereculturedinCRIaa.
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論 文 審 査 の 要 旨
本論文は牛の顕微受精(精 子の卵細胞質内注入法)の 際の精子前処理と前核形成能,卵 子の成
熟培養時間,お よび活性化処理法などの諸要因と顕微受精卵子の発生能との関係を解析 し,顕微
受精の基本的操作手法を明確に した。
最初,顕 微受精における注入システム,特に精子注入ピペ ットの大きさ,注入液の種類と濃度
および注入液量と顕微受精卵子の生存性 との関係で検討した。注入 ピペ ヅトの内径は5μmで
6.6%のポ リビニールピロリドン(PVP,分子量36万)が最もよく,注入液量 として11.7pl以下
にすべき事を明らかにした(第二章)。『
次いで,注 入精子受精能獲得処理法について,ペ パ リン,イオノフォア,リ ゾレシチン,ジチ
オチレエ トール(DTT),SDS,GSHなどでの効果について検討 し,5μmDTT処理が最も有
効であることを明らかにした(第 二章)。
卵子側の条件 として,体外成熟,培 養時間と活性化処理,雌 性前核形成能などとの関係から卵
子の体外成熟時間 として24時間が最もよいこと,更に,顕微受精卵子の付活化誘起法について,
牛精子の抽出液,Ca一イオノフォア,イノシ トール三燐酸注入,エタノール,電気刺激(ES)お
よびESとイオノフォアにシクロヘキシミド(ChX)の併用処理法などについて検討 した結果,
電気刺激,イ オノフォアとChXの併用処理が最も効率(約78%)に活性化することを確認 した
(第三章)。
前述の精子の注入システムと受精能獲得処理法,卵 子の体外成熟,時 間と活性化処理などの検
討成果を基に して顕微受精を行い,受精卵子の発生能について培養液の種類など培養条件を検討
した。その結果,イ オノフォアとChXとの併用処理の受精卵子をTCM199+5%FCSまたは
CRlaa培地で発生させた場合,後 者で16細胞期以降への発生率が有意に増加 した。これまでの研
究報告と比べ胚盤胞形成率で8%以 上もよい成果を得た(第 四章)。
本研究の成果は牛屠場由来卵母細胞を用いた顕微受精を行 うための基本的操作手法を明確化し
た。更に,本成果は受精機構や精子各部位の受精と発生における役割などの解明のための方法と
して応用できる。
よって博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な資格があるものと判定された。
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